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Metoder att kvantifiera muskulara och neurala faktorer vid passiv rorelse i
handledsmuskulaturen hos barn och ungdomar med cerebral pares.

Eva Pontén

Bakgrund:

Barn med cerebral pares (CP), hindras inte bara av sitt rérelsehinder utan ocksa av att musklerna med
aren blir allt mer korta och styva, alltsa kontrakta. Ofta maste de genomga operationer pa muskler och
leder for att bibehalla sin funktion och undvika t ex att héftleden gar ur led. Vad som konkret orsakar
att musklerna blir korta och styva ar okant. Blir det en 6kad mangd bindvav kring muskeln och/eller
muskelfiberbuntarna eller muskelcellerna, dvs fibros?

Syfte:

Vi vill med detta projekt utforska om en sadan process beror utav paverkan pa muskelns stamceller —
satellitcellerna. Mer specifikt tror vi att de hindras att utsdndra fibros-hammande exosomer, sma
vatskefyllda blasor som cellerna anvander for att kommunicerar med andra celler. Sedan tidigare har
vi funnit att antalet stamceller i muskeln ar farre vid CP, och andra forskare har visat att moéss som
saknar dessa stamceller (satellitceller) far tillvaxt av fibros vid tréaning av musklerna istallet for
muskeltillvaxt. Detta tolkar vi som att satellitcellerna ar viktiga inte bara for muskeltillvaxt utan aven for
att skdta muskelns bindvav. Utséndrade exosomer innehaller molekyler som kan paverka narliggande
celler pa manga satt. Satellitceller kan pa detta satt t ex paverka bindvavscellers uttryck av kollagen.
Var hypotes ar att exosomer, utséndrade av satellitceller, reglerar muskelns bindvav framforallt under
tillvaxt. Ett minskat antal satellitceller kan darfor leda till patologiskt 6kad mangd bindvav i
muskeln=fibros. For att testa detta planerar vi att jamféra barn med CP med typiskt utvecklade barn
genom féljande:

1. Fran muskelprover ta fram satellitceller, fibroblaster och myofibroblaster.
2. | laboratoriet samodla dessa celler och se hur de paverkar varandra.
3. Ta fram exosomer fran hel muskel samt fran isolerade muskelfibrer.

Metod: Barn med cerebral pares och typiskt utvecklade barn har rekryterats fran patienter planerade
for kirurgisk behandling av armen. Sma muskelbitar har tagits under operation for cellisolering och
biokemisk analys.

Resultat

Sedan ansokningstillfallet har vi isolerat muskelceller och exosomer fran underarmsmuskulaturen
(handledsbdjare) hos tre barn med cerebral pares. Vi har etablerat en metod att med FACS
(cellsortering) tagit fram satellitceller (stamceller) fran musklerna. Metoden bygger pa att en antikropp
identifierar ytstrukturen pa de olika celler man vill fa fram, och att de darfor kan isoleras. De isolerade,
framtagna cellerna kan sedan odlas i cell-lab. (Fig. 1).
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Vi ska nu odla de celler vi tagit fram och isolera, dvs ta fram exosomer ur odlingsmediet. Vi har
etablerat en metod att fran bade odlade celler och muskelbiopsier fa fram exosomer. Vi har aven
kontrollerat att var metod renar fram ratt storlek av exosomer, kring 130nm i diameter.
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Fig. 2. Vinster: Angivelse av partikelstorlek med Nanosight-apparat. Hoger: Angivelse av partikelstorlek med Zetaview-apparat.

Vi har aven forsakrat oss om att de exosomer som vi har renat fram fungerar, d.v.s. att de kan
anvandas for cellkultur-experiment och forvantas ha en biologisk effekt. Vi har genomfort ett sa kallat
transfektions-experiment pa muskelceller i cellodlings-kultur dar vi "laddat” de exosomer som vi renat
fram med en konstgjord gen som producerar ett gront fluorescerande protein. Med dessa exosomer
har vi sedan lyckats att 6verféra denna gen till muskelcellerna som i sin tur bérjat producera proteinet
(Fig. 3). Vi tolkar detta som att de exosomer vi renar fram fungerar och kan éverféra genetiskt material
till celler som i sin tur har en biologisk effekt, d.v.s. i vart testfall grona celler.

--

Skelettmuskelceller Gront=GFP, fluorescerande protein GFP producerande cell

Fig. 3. Viénster: Odlade skelettmuskelceller. Mitten: Protein GFP lyser gront nér det exciteras med laser med rétt vaglangd. Hoger: GFP
uttrycks av skelettmuskelcell som har fétt detta genetiska material genom upptag av preparerade exosomer.

Vi vill nu fortsatta projektet genom att utdka insamling av biopsimaterial fran barn med CP samt
typiskt utvecklade barn. Flytten till NKS (Nya Karolinska Sjukhuset) har paverkat projektet
negativt da ny biopsitagning varit problematisk p.g.a. minskat operationsutrymme. Under 2019
planeras en serie operationer da vi kan samla muskel for ytterligare analys

Konklusion/betydelse: Vara resultat visar att vi pa ett stabilt och upprepbart satt kan ta fram och
isolera muskelstamceller samt exosomer fran skelettmuskulatur, d.v.s. handledsbéjare hos barn med
CP. Vi har nu etablerat metodik for att utdka antalet barn i studien och experimentellt testa var hypotes
ytterligare under aret som kommer.

Vetenskapliga publikationer: Insamling fortgar och resultaten har hittills redovisats som preliminara
data inom ramen for interna seminarier vid Nya Karolinska samt Karolinska Institutet. Under
2019/2020 planeras artiklar i valrenommerade vetenskapliga tidskrifter.



